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Abstract 
 The increasing prevalence of drug-resistant tuberculosis (TB), which is resistant to effective 
multiple antibiotic, remains a major public health menace. The Mycobacterium tuberculosis 
(M. tuberculosis) thymidine monophosphate kinase (mtTMPK), which is an essential enzyme 
for the maintenance of the thymidine triphosphate pools, is considered a potential enzymatic 
target for the development of effective antibiotics against TB. In this study, I attempted to 
identify novel compounds with anti-mycobacterial activity specifically targeting mtTMPK. I 
performed in silico structure-based drug screening (SBDS) with a large-scale virtual 
compound library (6,192,932 compounds) and phramacophore-based in silico screening with 
a compound library of 461,383 compounds. I then evaluated the inhibitory effects of 
candidate compounds on model mycobacteria strains. As a result, I found that compounds 
K10, KTP3, KTPS1, and KTPS2, completely inhibited the growth of Mycobacterium 
vanbaalenii (M. vanbaalenii) and/or Mycobacterium smegmatis (M. smegmatis). In addition, I 
experimentally demonstrated that two compounds (KTPS1 and KTPS2) directly inhibited 
mtTMPK catalytic activity to some extent. Moreover, the most potent chemical compounds, 
KTPS1, did not exhibit any significant toxic effects on the growth of model intestinal bacteria 
(Escheichila coli: E. coli) and several mammalian cells. The structural and experimental 
information regarding these chemical compounds is likely useful for the development of 
novel antibiotics for the treatment of TB. 
 
 
 
Keywords: In silico structure-based drug screening (SBDS); Molecular dynamics (MD); 
Mycobacterium; Pharmacophore modeling; Polypharmacology; Thymidine monophosphate 
kinase (TMPK) 
 
  
3 
Table of Contents 
1. Introduction ..................................................................................................................................... 5 
1.1 結核 (Tuberculosis) ...................................................................................................................... 5 
1.2 M. tuberculosis thymidine monophosphate kinase (mtTMPK) ..................................................... 9 
1.3 In silico drug screening ................................................................................................................ 10 
1.4 In silico SBDS における精度検証 (Docking metric) ............................................................... 12 
1.5 Pharmacophore modeling ............................................................................................................ 13 
1.6 Ab initio fragment molecular orbital (FMO) calculation ............................................................. 13 
1.7 Molecular dynamics (MD) simulation ......................................................................................... 14 
1.8 本研究の目的 (Objectives) ....................................................................................................... 15 
2. Results ............................................................................................................................................ 16 
2.1 mtTMPK に対する in silico SBDS 手法を用いた抗菌化合物の同定 .................................. 16 
2.1.1 ドッキング計算による結合親和性の推定 ..................................................................... 16 
2.1.2 mtTMPK における GOLD スコアリングの検証 ............................................................. 18 
2.1.3 ROC 解析に基づく計算精度の検証 ................................................................................. 19 
2.1.4 mtTMPK におけるアミノ酸配列の相同性解析 .............................................................. 20 
2.1.5 結核モデル細菌による増殖アッセイ ............................................................................. 22 
2.1.6 活性化合物の IC50値の決定 ............................................................................................. 23 
2.1.7 腸内モデル細菌における増殖アッセイ ......................................................................... 24 
2.1.8 哺乳類細胞における毒性アッセイ ................................................................................. 25 
2.1.9 活性化合物の結合様式予測 ............................................................................................. 26 
2.1.10 FMO 計算に基づく活性化合物の相互作用解析 .......................................................... 27 
2.1.11 MD 計算による活性化合物の安定性解析 ..................................................................... 28 
2.2 mtTMPK に対する pharmacophore モデルに基づく抗菌化合物の同定 ........................... 29 
2.2.1 Pharmacophore-based in silico screening ............................................................................ 29 
2.2.2 結核モデル細菌による増殖アッセイ (KTP1-KTP5) .................................................... 31 
2.2.3 類縁化合物の探索 ............................................................................................................. 32 
2.2.4 結核モデル細菌による増殖アッセイ (KTPS1-KTPS4) ............................................... 34 
2.2.5 活性化合物の IC50値の決定 ............................................................................................. 35 
2.2.6 腸内モデル細菌における増殖アッセイ ......................................................................... 36 
2.2.7 哺乳類細胞における毒性アッセイ (MTT assay) .......................................................... 37 
2.2.8 哺乳類細胞における毒性アッセイ (LDH leakage assay) ............................................. 38 
4 
2.2.9 経口投与時におけるラットに対する LD50値の推定 .................................................... 38 
2.2.10 mtTMPK enzymatic assay .................................................................................................. 39 
2.2.11 活性化合物の結合様式予測 ........................................................................................... 39 
2.2.11 FMO 計算に基づく活性化合物の相互作用解析 .......................................................... 40 
2.2.12 MD 計算による活性化合物の安定性解析 ..................................................................... 41 
3. Discussion .......................................................................................................................................... 42 
4. Conclusion ......................................................................................................................................... 45 
5. Materials and methods .................................................................................................................... 46 
5.1 Chemical compounds library ....................................................................................................... 46 
5.2 Preparation of protein structures .................................................................................................. 46 
5.3 Hierarchical in silico structure-based drug screening .................................................................. 46 
5.4 Pharmacophore-based in silico screening .................................................................................... 47 
5.5 Docking metric ............................................................................................................................ 47 
5.6 Sequence alignment and homology modeling ............................................................................. 47 
5.8 Prediction of the oral rat LD50 ..................................................................................................... 48 
5.9 Ab initio fragment molecular orbital (FMO) calculation ............................................................. 48 
5.10 Molecular dynamics (MD) simulations ..................................................................................... 48 
5.11 Chemical compounds ................................................................................................................. 49 
5.12 Bacterial strains .......................................................................................................................... 50 
5.13 Bacterial growth assay ............................................................................................................... 50 
5.13.1 結核モデル細菌増殖アッセイ ....................................................................................... 50 
5.13.2 腸内モデル細菌増殖アッセイ ....................................................................................... 51 
5.14 Mammalian cell toxicity assay .................................................................................................. 51 
5.14.1 MDCK 細胞による毒性アッセイ ................................................................................... 51 
5.14.2 SH-SY5Y 細胞による毒性アッセイ ............................................................................... 51 
5.14.3 THP-1, HL-60, K562 細胞による毒性アッセイ ............................................................. 52 
5.15 LDH leakage assay .................................................................................................................... 52 
5.16 Enzymatic assay ......................................................................................................................... 53 
5.17 Statistical analysis ...................................................................................................................... 53 
References .......................................................................................................................................... 56 
 
  
5 
1. Introduction 
1.1 結核 (Tuberculosis) 
	 結核菌 (Mycobacterium tuberculosis: M. tuberculosis) は結核を引き起こす原因菌で
ある。世界保健機構は毎年、860 万人の新規結核感染者と 130 万人の死亡者が世界中
にいると概算している。死亡者の中には 30 万人の HIV 共感染者が含まれている 1。
特に、ヒト免疫不全ウイルス (human immunodeficiency virus: HIV-1) への感染は、結
核による致死率の増加に相乗効果を示すことが知られている。また、Bacille 
Calmette-Guérin (BCG) ワクチンは結核の感染に対して予防効果を示すが、成人におい
てはその効果が不十分となることが知られている 2-4。現在、結核の治療及び感染のコ
ントロールは directly observed treatment short-course (DOTS) 療法が広く用いられてい
る 1, 3, 5, 6。しかしながら、服薬規則を遵守しないことに起因した、多剤耐性 
(multidrug-resistant: MDR)、超多剤耐性 (extensively drug-resistant: XDR) などの薬剤耐
性結核菌の出現が増加し問題となっている 7。また、全ての既存薬に対する耐性を示
す完全耐性菌 (totally drug-resistant: TDR) の出現も確認されている 8, 9。従って、薬剤
耐性結核菌に対して有効な治療薬となり得る新規薬剤の開発は重要な課題である。 
	 現在、結核の治療には第一選択薬 (first-line), 第二選択薬 (second-line) が用いられ
る。Table 1, Table 2 に第一、第二選択薬の構造を示す。第一選択薬には、isoniazid (INH), 
ethambutol (EMB), pyrazinamide (PZA), rifampicin (RMP)が含まれる。INH, PZA は
prodrug であり、それぞれ mycobacterial catalase peroxidase (KatG), pyrazinamidase によ
り活性型の INH-NAD, pyrazinoic acid に変換される 10-14。INH-NAD は、結核菌の細胞
壁を構成するミコール酸の生合成に関連する enoyl-acyl carrier protein (ACP) reductase 
(InhA, EC 1.3.1.9) を阻害する。EMB も INH-NAD と同様に、細胞壁を構成する
arabinogalactan の生合成に関連する arabinosyl transferase を阻害することで薬効を示す
15, 16。一方で、pyrazinoic acid, RMP はタンパク質や RNA の生合成に関連する ribosonal 
protein S1, RNA polymerase (β-subunit) をそれぞれ阻害することで薬効を示す 17, 18。 
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Table 1. 結核治療における第一選択薬 
drug name chemical structure target protein mode of action 
Isoniazid (INH) 
 
Enoyl-acyl carrier protein 
reductase (InhA) 
細胞壁合成阻害 
Etambutol (EMB) 
 
Arabinosyl transferase 細胞壁合成阻害 
Pyrazinamide (PZA) 
 
Ribosomal protein S1 タンパク質合成阻害 
Rifampicin (RMP) 
 
β-subunit of the RNA 
polymerase 
RNA 合成阻害 
 
	 多剤耐性結核菌の治療には、第一選択薬と第二選択薬の併用が推奨されている。第
二選択薬には、p-aminosalicylic acid (PAS), D-cycloserine (DCS), ethionamide (ETH), 
aminoglycoside (streptomycin, kanamycin), cyclic peptide (capreomycin, viomycin: VM), 
second-generation fluoroquinolone (ciprofloxacin: CIP) が含まれる。ETH は INH 同様に
prodrug であり、mono-oxygenase (EthA) により活性型の ETH-NAD に変換され InhA
を阻害することで薬効を示す 19, 20。DCS は細胞壁を構成するペプチドグリカンの生合
成に関連するD-alanine ligaseとD-alanine racemaseを阻害することで薬効を示す 21, 22。
一方で、PAS, CIP, aminoglycoside, cyclic peptide はタンパク質の生合成に関連する
pteridine reductase, DNA gyrase, 16S rRNA をそれぞれ阻害することで薬効を示す 23-30。
しかしながら、これらの薬剤は、肝毒性, 腎毒性, 胃腸症状などの副作用に関連する
ことが報告されている 24。 
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Table 2. 結核治療における代表的な第二選択薬 
drug name chemical structure target protein mode of action 
p-aminosalicylic 
acid (PAS) 
 
Pteridine reductase タンパク質合成阻害 
D-cycloserin 
(DCS)  
D-alanine rasemase 
D-alanine ligase 
細胞壁合成阻害 
Ethionamide 
(ETH) 
 
Enoyl-acyl carrier 
protein reductase 
(InhA) 
細胞壁合成阻害 
Ciprofloxacin 
(CIP) 
 
topoisomerase Ⅱ
(DNA gyrase) 
DNA 複製阻害 
Viomycine 
(VM) 
 
30S subunit of 
ribosome 
タンパク質合成阻害 
 
	 現在、細胞壁合成、エネルギー生成 (ATP synthase)、DNA/RNA 合成、タンパク質
合成に関連する生合成経路上のタンパク質を標的として、結核に対する新規治療薬の
開発が進められている。Table 3 に示すように前臨床または臨床試験段階の化合物が
複数存在している。それらの化合物は母核として ; fluoroquinolone (Gatifloxacin, 
Moxifloxacin) 31, 32, oxazolidinone (PNU-100480) 33, nitroimidazole (PA-824, OPC-67683) 34, 
35, 1,2-ethylenediamine (SQ109) 36, diarylquinoline (TMC207) 37 を有している。2012 年、
TMC207 は米国食品医薬品局により約 40 年ぶりの結核治療薬 (MDR に対する) とし
て承認された 38。しかしながら、臨床試験において候補化合物が最終的に医薬品とし
て承認される可能性は低いため、結核菌に対して抗菌作用を有する新規化合物の同定
は依然として重要な課題である。 
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Table 3. 結核治療に対する臨床試験段階の代表的な化合物 
chemical scaffold chemical name chemical structure mode of action 
fluoroquinolone Moxifloxacin 
 
DNA 複製阻害 
oxazolidinone PNU-100480 
 
タンパク質合成阻害 
nitroimidazole 
PA-824 
 
細胞壁合成阻害 
OPC-67683 
 
細胞壁合成阻害 
1,2-ethylenediamine SQ109 
 
細胞壁合成阻害 
diarylquinoline TMC207† 
 
エネルギー合成阻害 
† 2012 年 FDA により多剤耐性結核菌に対する治療薬として承認済み 38。 
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1.2 M. tuberculosis thymidine monophosphate kinase (mtTMPK) 
	 Thymidine monophosphate kinase (TMPK; EC 2.7.4.9) は nucleoside monophosphate 
kinase (NMPK) ファミリーを構成するタンパク質である。mtTMPK における立体構造
は 9 つの α-ヘリックス (H1-H9), 5 つの β-シート (S1-S5) を有しており (典型的な
Rossman fold タンパク質)、活性中心は次のアミノ酸残基で構成される: Asp 9, Tyr 39, 
Phe 70, Arg 74, Ar 95, Asn 100, Tyr 103, Arg 153, Glu 166 (Fig. 1A)。これらの残基はキナ
ーゼファミリーの特徴的なモチーフ構造である、phosphate binding loop (P-loop), 
phosphate donor binding site (LID region) を構成する 39-41。mtTMPK は Mg2+, ATP 存在
下で、deoxythymidine 5'-monophosphate (dTMP) から  deoxythymidine 5'-diphosphate 
(dTDP) を生成する正反応及び逆反応を触媒する (Fig. 1B)。この反応は、菌体等の増
殖に必須である DNA 合成において (de novo, salvage 経路上) 重要な役割を担う 42, 43。 
 
Fig. 1: mtTMPK の立体構造および酵素反応 
(A) mtTMPK の三次元立体構造, (B) mtTMPK の酵素反応。三次元立体構造において: α-ヘリッ
クス, β-シートはそれぞれ、橙色、黄緑色で示す。 
	 これまでに、3D-quantitative-structure activity relationship (QSAR), pharmacophore 
modeling, docking study などの in silico 手法で、mtTMPK に対する阻害剤の開発が進め
られている 44-47。実際、複数の研究チームが mtTMPK に対する阻害剤として、bicyclic 
nucleoside, α-thymidine, acylic nucleoside などの核酸誘導体を報告している (Fig. 2) 48-51。
従って、mtTMPK は結核に対する重要な創薬の標的タンパク質として注目されている。 
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Fig. 2: mtTMPK に対する阻害剤の構造式 
 
1.3 In silico drug screening 
	 一般に、既存の医薬品は細胞間のシグナル伝達やタンパク質の働きを阻害すること
でその薬理活性を示す。医薬品が薬理活性を示すには主な生理学的標的であるタンパ
ク質と結合することが重要で、薬理活性の強度は標的タンパク質と薬剤との結合自由
エネルギー (ΔG) により定量化される。それ故に、創薬の標的分子であるタンパク質
の立体構造に対して化合物を計算機上で結合させて、その結合自由エネルギーと複合
体構造を予測することは創薬研究において極めて重要なことである。計算機上での薬
剤スクリーニング手法である in silico drug screening は、(1) 標的となるタンパク質と
化合物ライブラリ中の化合物の立体構造を基づいてドッキング計算を行い、タンパク
質−化合物間の結合自由エネルギーを計算して結合可能性が高い化合物を探索する方
法, (2) 既存の薬剤分子構造を元に類似化合物を探索する方法の大きく 2 つに分かれ
る。それぞれ、前者を structure-based drug screening 法 (SBDS) と後者を ligand-based 
drug screening 法 (LBDS) と言う。In silico SBDS に用いる化合物ライブラリは、ZINC 
52, 53, RPBS 54 と言った Web ページ上の化合物データベースに公開されている。 
	 DOCK は UCSF の Kuntz らが開発したソフトウェアで、リガンドとして振る舞う化
合物と標的タンパク質の活性中心等に存在するポケット構造に対して、ポケット部位
と形状的に高い相補性を示す化合物の探索 (剛体近似手法: grid-based) を目的として
いる 55。DOCK の計算は大きく 4 ステップに分けられ, (1) 分子表面に存在するポケッ
ト部位の凹像 (分子表面と 2 点で接触する様々な半径の球が重なり合って集合したも
の)を作成し、分子のポケット部位の空洞を球体の仮想原子球で埋める, (2) 球体中心
にリガンド原子を配置し、全ての原子間距離が対応する球の中心距離と等しくなる状
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態を探索する, (3) ポケット部位に配置したリガンドに対して、球の中心に対して原子
を最小二乗適合させることで位置を調整する, (4) 計算により求めた複合体構造をも
とにして、相互作用エネルギーであるドッキングスコア E を求める。DOCK における
ドッキングスコア E の算出は grid-based スコアリング関数 (Eq. 1) で計算する。 
E =
i=1
ligand
∑
j=1
receptor
∑
Aij
rija
−
Bij
rijb
+332 qiqj
ε(rij )rij
#
$
%%
&
'
((   (Eq.１) 
	 (Eq. 1) における i, j はそれぞれ、化合物の i 番目の原子、タンパク質等の標的分子
の j 番目の原子を示しており、A, B のファンデルワールス (vdW) 力は LJ 9-6 (a = 9, b 
= 6) 型で計算される。ドッキング計算で求めた E の単位は kcal/mol であるため、値が
小さいほどタンパク質-化合物間の結合親和性が高くなると推定される。 
	 GOLD (Genetic Optimization for Ligand Docking) はケンブリッジ結晶学データセン
ター (CCDC: Cambridge Crystallographic Data Centre), Sheffield 大学が共同開発したソ
フトウェアで、タンパク質とリガンド双方の構造変化を考慮してタンパク質-化合物
の複合体構造を計算する 56, 57。GOLD ではタンパク質のポケット構造に適合する多様
な化合物の配座を高速に生成するために、遺伝的アルゴリズム  (GA: Genetic 
Algorithm) を組み込んでいる。GOLD におけるスコアリング関数 (GOLD score) はタ
ンパク質等の結晶構造を再現するように構成されているために、結合自由エネルギー
であるΔGを再現する保証をしていない。そのため、ΔGを再現するために、GOLD score
で計算した結果を PRO-LEAD のスコアで見積もり直している。GOLD における ΔG
を求める計算式は (Eq. 2) で表され、その構成は PRO-LEAD の結合エネルギー計算に
加えて、原子衝突と分子内の歪みエネルギーの計算、さらに、FlexX 同様に共有結合
項の計算も含まれるようになっている。 
ΔGbinding = ΔGbinding0 +Eclash +Eint +Ecov   (Eq. 2) 
	 Eclash は水素原子以外の全てのタンパク質-化合物間の原子衝突について計算する。
計算式は (Eq. 3) で示され r, rclashはそれぞれ、原子間距離と原子間衝突を示している。 
Eclash = εclash (r, rclash )∑
εclash (r, rclash ) =
(20 /ΔGhbond )(rclash − r) / rclashdonar − acceptorpairs
(20 /ΔGmetal )(rclash − r) / rclashmetal − acceptorpairs
1+ 4(rclash − r) / rclashothers
$
%
&&
'
&
&
(Eq. 3) 
Etors = εtors (θRB )+
RC
∑
RB
∑ εtors (θRCB )
RCB
∑   (Eq. 4) 
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 Eint はリガンド分子内の torsion エネルギーと原子間反発エネルギーの和で、torsion
エネルギーの Etors は (Eq. 4) の和で示される。(Eq. 4) では環構造のフリップフロップ
についてと分子内の直鎖構造部分の回転可能な結合角についての計算を行う 58。 
 
1.4 In silico SBDS における精度検証 (Docking metric) 
	 化合物ライブラリを用いて創薬の標的タンパク質に対する in silico SBDS を行うに
あたり、標的タンパク質に結合するかしないかを正確に判別することは創薬研究にお
いて重要な課題である。従って、標的タンパク質に対する既知の活性化合物 (actives) 
と不活性化合物 (decoys) のデータセットを用いて、in silico SBDS におけるドッキン
グ計算の精度を定量的に評価することは、様々なスクリーニング手法を評価または比
較する上で重要な要素となる。Directory of Useful Decoys (DUD) と DUD-Enhanced 
(DUD-E) はドッキング計算の精度をベンチマークするために広く用いられている。
DUD, DUD-E には様々なタンパク質に対するデータセットが含まれており、キナーゼ
系, プロテアーゼ系, 核内受容体系及び GPCRs 等が例としてあげられる 59, 60。一般的
には、ドッキング計算後における actives と decoys の割合を、receiver-operating 
characteristic (ROC) 解析により定量的に評価することで、ドッキング計算の精度を検
証する 61。ROC 解析のために、まず、特定の閾値を元にドッキング結果を 4 つのグル
ープ (TPs: true positives, TNs: true negatives, FPs: false positives, FNs: fales negatives) に
分けて混同行列を作成し、その後 (Eq. 5) に従って ROC 曲線を生成する。 
Sensitivity = TPsTPs+FNs
Specificity = TNsTNs+FPs
 (Eq. 5) 
	 ここで、(Eq. 5) において sensitivity (SE) と specificity (SP) はそれぞれ、標的タンパ
ク質に対して活性を示す化合物を正しく分類した割合と標的タンパク質に対して不
活性な化合物を正しく分類した割合を示す。さらに、ROC 曲線における曲線下面積
値 (AUC: area under the curve) を求めることでドッキング計算の精度を定量化できる。
理論的には、random screening と perfect screening 時において AUC 値はそれぞれ、0.5, 
1.0 となる。先行研究において、(1) AUC 値が 0.5 以下の時は活性化合物より不活性化
合物を同定する (つまりスクリーニング精度が悪い), (2) AUC 値が 0.6-0.7 の間である
時はmoderateなスクリーニング精度, (3) AUC値が 0.7以上の時は効果的なスクリーニ
ング精度であると示されている 62, 63。 
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1.5 Pharmacophore modeling 
	 ファーマコフォアモデリング (Pharmacophore modeling) は創薬化学研究において
重要な戦略と位置付けられる 46, 64-66。ファーマコフォアについて IUPAC による定義
付けは、”特定の生物学的標的との最適な超分子相互作用を保証し、生物学的応答を
引き起こす (遮断する) ために必要な、立体的、電子的特徴の集合体”である 67。一般
的に pharmacophore-model は、in silico SBDS, hit-to-lead 最適化, scaffold hopping, de novo
薬剤設計で用いられる 68-70。現在、HypoGen 71, MOE 72, PHASE 73, LigandScout 74 など、
様々な Pharmacophore-model 生成ソフトが用いられている。Pharmacophore-model は
structure-based (標的タンパク質における結合部位の解析に基づく方法論) または
ligand-based (活性化合物に共通する化合物特性に基づく方法論) のいずれかで構築す
る 65, 75。そのため、pharmacophore-model は標的タンパク質の活性部位に対して多様な
構造を有する活性化合物が特異的に結合する理由を、合理的に説明するための知見を
与えることが可能である。典型的な pharmacophore-model は、hydrophobic centroids, 
hydrogen-bond (H-bond) donor/acceptors, aromatic rings, anions, cations などの化合物特性
を用いて三次元空間上に構築する 71-74。Structure-based, ligand-based いずれの方法にお
いても、多数の化合物特性から本質となり得る特性の適切な抽出 (3-7 個の特性を選
択する) を行い、pharmacophore-model を構築しなければならない 65。特に、この過程
は pharmacophore-model を用いた創薬において最も困難とされる。そのため、3D-QSAR
法, cross-validation 法, random forest 法などの統計学的手法を用いた、特性の適切な抽
出に基づく合理的な pharmacophore-model の構築が提唱されている 76。 
 
1.6 Ab initio fragment molecular orbital (FMO) calculation 
	 分子中で電子がどの様に分布しているのかを計算する手法として分子軌道法 (MO: 
Molecuar Orbital) が広く用いられている。分子軌道法は量子化学の理論体系であるた
め ab initio計算と呼ばれる。ab initio計算はこれまでに低分子化合物の電子状態、物性、
構造を求めることに大きな成果を上げてきた77-79。そのため、量子化学の体系論を用
いることで、古典分子動力学法では計算が困難であった分極や電荷移動を伴う分子認
識等を計算機上で予測することが期待されている。ab initio計算は、電子の質量、プ
ランク定数などの物理定数以外の実験値を使わずに数式的に電子状態を導き出すも
のである。そのため、計算時間が原子数の4乗に比例する反面、分子の電子状態とい
った計算の精度は極めて高い。これらの量子化学計算を行うパッケージソフトウェア
として、GAMESS, 80 Gaussian, 81 ABINIT-MP 82などが知られている。 
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 フラグメント分子軌道法 (Fragment Molecular Orbital method: FMO法) は1999年に
北浦らにより提唱された分子軌道法である83。FMO計算は、生体高分子などの巨大分
子系をフラグメントに分割してシュレーディンガー方程式を解くための近似計算法
で: (1) 分子をフラグメント分割して、電子を割り当てる, (2) モノマーの初期電子密
度を計算する, (3) 周囲のモノマーによる環境静電ポテンシャル下におけるエネルギ
ーと電子密度を計算する, (4) 収束したモノマーの電子密度を用いてダイマーのエネ
ルギーと電子密度を計算する, (5) 分子全体のエネルギーおよび全電子密度を計算す
る 82, 84。FMO計算では各フラグメント間の相互作用エネルギー  (Inter-Fragment 
Interaction Energy: IFIE) の算出が可能で、タンパク質-化合物間の相互作用解析に応用
されている。In silico screrning等で標的タンパク質と高い結合能が予測されても、活性
を示さない化合物 (FPs) が候補化合物として選択される場合が多い。そのため、ドッ
キング結果をもとにFMO計算を行い、タンパク質-化合物間相互作用を高精度に見積
もることで、FPsの減少に繋がると期待されている85。 
 
1.7 Molecular dynamics (MD) simulation 
	 分子動力学計算 (Molecular dynamics: MD) は生命科学分野において、タンパク質の
フォールディング、摂動、コンフォメーション変化等の解析を可能とする強力な手法
の一つである 86, 87。MD 計算の過程は大きく 6 段階で構成される: (1) 計算系の構造準
備, (2) 溶媒 (TIP3P 等のモデル水分子 88)、イオンの追加, (3) 系のエネルギー極小化, 
(4) 初期平衡化, (5) production MD, (6) トラジェクトリーデータ解析 87。MD 計算を行
うパッケージソフトとして、NAMD 89, AMBER 90, GROMACS 91 などが広く知られて
いる。計算科学創薬に関連する MD 計算の使用例としては、(1) リガンド結合部位に
おけるアミノ酸変異に伴う結合親和性の変化解析 92, (2) 結合自由エネルギー (溶媒
下) の算出による in silico screening 93-96, (3) RMSD (root-mean-square deviation) 解析に
よる構造ゆらぎの解析などが挙げられる。結合自由エネルギーの算出には: molecular 
mechanics Poisson-Boltzman surface area (MM-PBSA) 法 97 や、generalized Born surface 
area (MM-GBSA) 法 98, 99 が用いられる。 
	 溶媒下におけるタンパク質のMD計算では、タンパク質の周辺に水分子やイオンな
ど、数百万もの原子を陽に配置した計算系を用いる。分子力場を構成するエネルギー
項などの関数は2体間の相互作用として定義されており、原子数Nの2乗に比例して計
算時間が増加する。分子軌道計算の計算量 (N4) と比較すれば大きいものではないが、
時系列に計算の重点を置くMD計算では計算時間の早さは常々問題となる。一般的に、
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タンパク質の動的変化は大部分のケースで数µs-msのスケールで起こる。そのため、
短いスケール (10 ns程) のMD計算ではタンパク質の動的変化などを十分に捉えるこ
とが困難であるため、理想的には数µsスケールでのMD計算が望ましいとされる100。
しかしながら、複数の研究グループが短いスケールのMD計算でも、計算により求め
た結合自由エネルギーが、実験値の結合自由エネルギーとよい相関関係を示すことを
報告している94-96。また、近年、科学技術計算向けhigh-performance computing system 
(HPC) 性能向上は著しいもので、従来では困難とされたmsスケールのMD計算も可能
になりつつある。そのため、HPCを活用することで、タンパク質の構造変化や溶媒効
果などを取り込んだ計算科学創薬の手法開発が進められている。 
 
1.8 本研究の目的 (Objectives) 
	 結核に対する新規治療薬の開発は進められているが、臨床試験において候補化合物
が最終的に医薬品として承認される可能性は低いため、モデル結核菌に対して抗菌作
用を示す新規リード化合物の同定は重要な課題である。また、従来の high-throughput 
screening (HTS) によるリード化合物の同定は、短期間で活性化合物の同定を可能とす
るが、実験コストが莫大であること等の問題点が挙げられる。そのため、近年、in silico 
screening 手法 (docking screening, pharmacophore modeling, 3D-QSAR などの組み合わ
せ) が新規リード化合物を、短期間かつ低コストで同定するための強力な方法論の 1
つとして考えられており、合理的な in silico screening 手法の構築も重要な課題である。
本研究では、(1) mtTMPK を標的とした in silico SBDS 及び pharmacophore-based in silico 
screening 手法による新規抗菌作用候補化合物の探索、(2) in vitro assays による候補化
合物の抗菌効果及び毒性検証、(3) 計算科学手法 (MD, FMO 計算など) に基づくタン
パク質-化合物間相互作用解析を行うことで、新規抗菌作用化合物を同定すること及
び合理的な in silico screening 手法を確立することを目的とした。 
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2. Results 
2.1 mtTMPK に対する in silico SBDS 手法を用いた抗菌化合物の同定 
2.1.1 ドッキング計算による結合親和性の推定  
	 DOCK (第一段階), GOLD (第二、第三段階) を組み込んだ in silico SBDS 手法により、
6,192,930 化合物で構成される ZINC drug-like ライブラリから、mtTMPK に活性を示す
化合物の同定を行った (Fig. 3)。 
 
Fig. 3: mtTMPK に対する in silico SBDS のフローチャート 
	 DOCK を用いた第一段階のスクリーニング (AUC = 0.619, Fig. 4A) により、DOCK 
score が-45 kcal/mol 以下と算出された 43,932 化合物を選定した。次に、次に、第一段
階で絞り込んだ 43,932 化合物に対して GOLD によるドッキング計算 (AUC = 0.713, 
Fig. 4B) を行い、GOLD スコアが 70 以上である上位 3,100 化合物を同定した。MOE
の LowMode MD モジュールを用いて上位 3,100 化合物の複数配座データを生成した
後、再度 GOLD によるドッキング計算 (AUC = 0.733, Fig. 4C) を行い、GOLD スコア
の平均値が 70 以上である上位 1,000 化合物を同定した。さらに、(1) PubChem 101 の
bioactivity assay データベースを用いて、HTS 等を用いた先行研究において評価された
化合物かどうかの確認、(2) PLIF, LI により mtTMPK の活性中心を構成するアミノ酸
残基との相互作用 (e.g., vdW, 水素結合) が予測されているかどうかの確認すること
で、化合物の絞込みを行った。最終的に GOLD スコアの平均が 70 以上である 10 化
合物 (K1-K10: 71.92-88.17) を選定した (Table 4)。 
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Table 4. in silico SBDS により選定した mtTMPK に対する阻害剤候補化合物 (10 化合物) 
No. compound name 
GOLD score 
single-conf. multi-conf.† 
K1 
N-{2-[4-(aminosulfonyl)phenyl]ethyl}-2-(3-isopropoxyphenyl)-4-qui
nolinecarboxamide 
86.33 88.17 ± 0.95 
K2 
N,N'-bis(4-methylphenyl)-6-[(5-methyl-1,3,4-thiadiazol-2-yl)thio]-1,
3,5-triazine-2,4-diamine 
78.63 85.98 ± 0.21 
K3 
N-[4-(benzyloxy)-phenyl]-1-(4-nitrobenzoyl)-4-piperidinecarboxami
de 
75.58 84.56 ± 0.28 
K4 
N-[2({2-[(4-ethoxyphenyl)amino]-2-oxoethyl}thio)-1,3-benzothiazol
-6-yl]-2-methylbenzamide 
76.28 84.23 ± 0.11 
K5 benzyl [(6-chloro-2-oxo-4-propyl-2H-chromen-7-yl)oxy]acetate 80.23 79.85 ± 0.16 
K6 
2-(4-chloro-2-methylphenoxy)-N-[2-methoxy-5-(2-oxo-2H-chromen-
3-yl)phenyl]acetamide 
73.00 79.14 ± 0.49 
K7 benzyl [(6-chloro-4-ethyl-2-oxo-2H-chromen-7-yl)oxy]acetate 70.91 76.00 ± 0.33 
K8 methyl {4-[(4-tert-butylbenzoyl)amino]phenoxy}acetate 74.31 74.79 ± 0.18 
K9 ethyl [(4-butyl-6-chloro-2-oxo-2H-chromen-7-yl)-oxy]acetate 72.67 74.53 ± 0.45 
K10 8-quinolinyl 4-[(4-chlorophenyl)sulfonyl]benzoate 74.00 71.92 ± 0.47 
† 各 GOLD score は mean ± SEM で示す。 
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2.1.2 mtTMPK における GOLD スコアリングの検証  
	 先行研究により GOLD score が 60 以上の場合、酵素に対して数百 µM で作用を示す
こと 102-105 が示されているが、GOLD スコアリング関数は標的タンパク質の性質に強
く依存する。そこで、本研究における標的タンパク質である mtTMPK に対して、GOLD
のスコアリングが阻害剤の酵素反応速度論パラメータ (Ki) と相関が見られるかを検
討した。スコアリングの検証のために、mtTMPK に対する核酸誘導体の阻害剤 (Ki = 
7.2-69 µM) の立体構造データを作成した後、GOLD によるドッキング計算を行った。
計算の結果、single-, multi-conformation における GOLD score と Ki 値の間における決
定係数 (r2) はそれぞれ、0.76 と 0.80 であり相関関係が検出された (Table 5)。 
 
Table 5. mtTMPK と InhA に対する阻害剤の酵素反応速度論パラメータ (Ki) と GOLD score の
相関評価 
compound name Ki (µM)† 
GOLD score 
single-conf. multi-conf.‡ 
N-[(3'-deoxythymidine-3'-yl)methyl]-N'-phenylthiourea 69.0 73.81 78.78 ± 0.33 
N-[(3'-deoxythymidine-3'-yl)methyl]-N'-(4-methylphenyl)th
iourea 
36.0 75.57 82.16 ± 0.36 
N-(4-chlorophenyl)-N'-[(3'-deoxythymidine-3'-yl)methyl]thi
ourea 
21.0 76.89 82.63 ± 0.77 
1-[3-(azidomethyl)-2,3-dideoxy-5-O-phosphoryl-β-D-erythr
o-pentofuranosyl]thymine 
12.0 78.41 83.94 ± 0.35 
1-[3-(aminomethyl)-2,3-dideoxy-5-O-phosphoryl-β-D-eryth
ro-pentofuranosyl]thymine 
10.5 76.67 85.30 ± 0.17 
3'-azide-3'-deoxythymidine monophosphate 10.0 80.05 84.62 ± 0.52 
N-(3,4-dichlorophenyl)-N'-[(3’-deoxythymidine-3'-yl)methy
l]thiourea 
7.2 78.77 84.72 ± 0.53 
INH-NAD§ 7.5 × 10-4 107.43 127.10 ± 2.99 
† 各 Kiは先行研究の値に基づく 39, 49, 106。 
‡ 各 GOLD score 値は mean ± SEM で示す。 
§ INH-NAD は M. tuberculosis InhA に対する阻害剤 12。 
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2.1.3 ROC 解析に基づく計算精度の検証  
	 DOCK, GOLD を用いたドッキング計算に基づくスクリーニングの精度を検証する
ために ROC 解析を行い、それぞれの AUC 値を求めた。ROC 解析に用いた mtTMPK
に対するテストセットは DUD-E web-server 上で生成した 60, 107。DOCK, GOLD 
(single-conformation), GOLD (multi-conformation) における AUC の値は、それぞれ 0.619, 
0.713, 0,733 であった。DOCK によるスクリーニングでは、計算速度を重視するため、
スクリーニング精度が低くなることが示唆された (Fig. 4A)。一方、GOLD によるスク
リーニングでは AUC の値が 0.7 以上であることから、効果的なスクリーニングが行
えることが示唆された。特に、GOLD によるスクリーニングにおいては、化合物の複
数配座情報を用いることでスクリーニング精度の向上が期待される (Fig. 4B, C)。 
 
Fig. 4: mtTMPK における ROC 解析 
(A) DOCK, (B) GOLD (single-conformation), (C) GOLD (multi-conformation) における ROC 曲線。
黒色、灰色の線はそれぞれ、ドッキング計算によるスクリーニング、ランダムスクリーニン
グ時の ROC 曲線を示す。 
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2.1.4 mtTMPK におけるアミノ酸配列の相同性解析  
	 In vitro実験に用いる生物種のTMPKとmtTMPKのアミノ酸配列間の相同性を、Basic 
Local Alignment Search Tool (BLAST) を用いて解析した。本研究のin vitro実験で用い
る生物種は、Mycobacterium smegmatis (M. smegmatis: msTMPK), Mycobacterium 
vanbaalenii (M. vanbaalenii: mvTMPK), Escheichila coli (E. coli: ecTMPK), Homo sapience 
(H. sapience: hTMPK) である。アミノ酸配列アライメントの結果をFig. 5に示す。相同
性解析の結果、mtTMPKとそれぞれの生物種におけるTMPKとの相同性は、msTMPK: 
identity = 66%, positives = 72%, mvTMPK: identity = 69%, positives = 74%, ecTMPK: 
identity = 29%, positives = 42%, hTMPK: identity = 32%, positives = 50%であった。 
	 結核菌はバイオセーフティレベルがP3であるため、本研究における候補化合物の抗
菌作用検証においては、結核モデル細菌としてM. vanbaaleniiとM. smegmatis (バイオセ
ーフティレベル: P1) を用いることとした。BLAST解析の結果、mtTMPKの活性中心
を構成するアミノ酸残基: Asp 9, Tyr 39, Phe 70, Arg 74, Arg 95, Asn 100, Tyr 103, Arg 
153, Glu 166は、mvTMPK, msTMPKにおいても完全に保存されていることが確認され
た (Fig. 5)。 
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Fig. 5: 標的タンパク質 (TMPK) のアミノ酸配列アライメント 
identity, similarity アミノ酸残基はそれぞれ、黒色、灰色でハイライトしている。mtTMPK に
おいて活性中心を構成するアミノ酸残基は青色の三角形で示す。また、ギャップは”-“で示し
ている。 
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2.1.5 結核モデル細菌による増殖アッセイ  
	 三段階の in silico SBDSにより選定した10 化合物 (K1-K10) が結核モデル細菌に対
して抗菌作用を有するか検討した。4 化合物 (K1, K2, K7, K10: 50 µM) はネガティブ
コントロールである DMSO (0.3%) と比較して、有意に M. vanbaalenii の増殖を抑制し
た。これらの化合物の増殖抑制効果はポジティブコントロールである INH と同様ま
たはより強力なものであった。対照的に、他の 6 化合物 (K3-K6, K8, K9) は、ポジテ
ィブ(INH) 及びネガティブ (DMSO) コントロールと比較して、弱い増殖抑制効果を
示す、または有意な増殖抑制効果を示さなかった (Fig. 6A)。さらに、M. vanbaalenii
に対して増殖抑制効果を示した 4 化合物 (K1, K2, K7, K10: 100 µM) について M. 
smegmatis を用いた増殖アッセイを行った。2 化合物 (K1, K2) はポジティブコントロ
ールである INH と比較して弱い増殖抑制効果を示した。また、K10 は INH と同様に
M. smegmatisの増殖を完全に抑制したが、K7は増殖抑制効果を示さなかった (Fig. 6B)。 
 
Fig. 6: 結核モデル細菌に対する選定化合物 (K1-K10) の増殖アッセイ 
(A) M. vanbaalenii, (B) M. smegmatis に対する化合物の効果検討結果。各化合物の濃度は 50/100 
µM である。DMSO (0.3%) 及び INH (50/100 µM) をそれぞれ negative control, positive control
として用いた。各バーは 4 つの独立実験における mean ± SEM で示す。Dunnett’s multiple 
comparison test における統計学的有意差は ** p < 0.01, n.s. not significant で示す。 
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2.1.6 活性化合物の IC50 値の決定  
	 結核モデル細菌に対して抗菌作用を示した 3 化合物 (Table 6) について、M. 
vanbaalenii の増殖における IC50 値を決定した。K1, K2, K10 における IC50 値はそれぞ
れ、15 µM, 22 µM, 20 µM であった (Fig. 7)。しかしながら、これらの値は M. vanbaalenii
の増殖における INH の IC50 値よりも高い値であった (2.6 µM; data not shown)。 
 
Table 6. 活性化合物の構造及び物理化学的特性 
chemical No. K1 K2 K10 
chemical structure 
 
  
MW 490 422 424 
cLogP† 4.31 5.34 4.94 
HBA†,‡ 5 5 5 
HBD†,‡ 2 2 0 
tPSA†,‡ 111.4 88.5 73.3 
† Ligand Properties module (MOE 2011.10) により各値 (物理化学的特性) を算出した。 
‡ HBA: H-bond acceptor, HBD: H-bond donor, tPSA: topological polar surface area 
 
 
Fig. 7: M. vanbaalenni に対する活性化合物の IC50 値 
(A) K1, (B) K2, (C) K10。各バーは 4 つの独立実験における mean ± SD で示す。IC50値は非線
形回帰法により算出した。 
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2.1.7 腸内モデル細菌における増殖アッセイ  
	 抗結核薬は最低でも半年間の長期服用が必要となるため 108, 109、結核モデル細菌に
抗菌作用を示した 3 化合物 (K1, K2, K10) が腸内細菌に対して増殖阻害効果を示さな
いことが求められる。そこで、腸内モデル細菌 (E. coli JM109, BL21 株) を用いて活
性化合物が増殖阻害効果を示さないかを検討した。増殖アッセイの結果、抗菌作用を
示した化合物 (K1, K2, K10) は E. coli JM109, BL21 株に対して増殖阻害効果を示さな
かった (Fig. 8)。 
 
Fig. 8: 腸内モデル細菌に対する増殖アッセイ 
(A) E. coli JM109, (B) E. coli BL21 に対する化合物の増殖アッセイ結果。各化合物の濃度は 50 
µM である。DMSO (0.3%) 及び Amp (50 µM) をそれぞれ negative control, positive control とし
て用いた。各プロット点は 4 つの独立実験における mean ± SEM で示す。 
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2.1.8 哺乳類細胞における毒性アッセイ  
	 結核モデル細菌に抗菌作用を示した 3 化合物 (K1, K2, K10) が哺乳類細胞に対して
毒性を示さないかどうかを、Madin-Darby Canine Kidney (MDCK) 細胞と human 
neuroblastoma (SH-SY5Y) 細胞を用いて検討した。毒性アッセイの結果、K1, K10 は
MDCK, SH-SY5Y 細胞に対して有意な毒性を示さなかった。対照的に、K2 は MDCK, 
SH-SY5Y 細胞に対して有意な毒性を示した (Fig. 9)。 
 
Fig. 9: 哺乳類細胞に対する毒性アッセイ 
(A) MDCK 細胞 (B) SH-SY5Y 細胞に対する化合物の毒性アッセイ結果。各化合物の濃度は 50 
µM である。DMSO (0.3%) 及び INH (50 µM) をそれぞれ negative control, positive control とし
て用いた。各バーは 4 つの独立実験における mean ± SEM で示す。Dunnett’s multiple comparison 
test における統計学的有意差は ** p < 0.01, n.s. not significant で示す。 
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2.1.9 活性化合物の結合様式予測  
	 ドッキング計算により推定された mtTMPK と活性化合物 (K1, K2, K10) 間の詳細
な相互作用を分析するために、PLIF 及び LI 解析を行った。各化合物の予測された結
合様式を Fig. 10 に示す。全ての活性化合物において mtTMPK の活性中心を形成する
Arg 95 との水素結合が予測された。K1 における 3-isopropoxyphenyl 環は Arg 153 との
arene-cation 相互作用及び Ala 161 (主鎖) との水素結合の形成が予測された。また、
4-quinolinecarboxamide 環は Arg 95, Arg 153 との水素結合の形成が予測された。さら
に、4-aminosulfonyl 環は Phe 70, Asn 100 とそれぞれ、vdW 相互作用、水素結合の形
成が予測された (Fig. 10A)。K2 における 4-methylphenyl 環は Arg 153 との arene-cation
相互作用の形成、1,3,5-triazine 環と(5-methyl-1,3,4-thiadiazol-2-yl)thio 環は、Asp 9, Arg 
14, Asp 94, Arg 95 との水素結合の形成が予測された (Fig. 10B)。K10 における sulfonyl, 
benzoate 基はそれぞれ、His 53, Arg 95 との水素結合の形成が予測された。また、
4-chlorophenly 環と 8-quinolinyl 環はそれぞれ、Tyr 39, Phe 70 との arene-arene 相互作用
の形成が予測された (Fig. 10C)。 
 
Fig. 10: PLIF 及び LI 解析による活性化合物の相互作用 
mtTMPK と活性化合物の結合様式予測: (A) K1, (B) K2, (C) K10。水素結合、arene-arene 相互作
用、及び arene-cation 相互作用はそれぞれ、緑色、水色 (点線)、水色 (破線) で示す。 
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2.1.10 FMO 計算に基づく活性化合物の相互作用解析  
	 mtTMPK と活性化合物間 (K1, K2, K10) の arene-arene, arene-cation 相互作用を解析
するために FMO 計算を行い、Biostation viewer を用いて IFIE 値を算出した。PLIF 及
び LI 解析により重要な相互作用残基 (Tyr 39, Phe 70, Arg 95, Arg 153) と推測された
アミノ酸残基と化合物間の IFIE 値は全て負の値で、それらの相互作用が化合物-タン
パク質間の構造安定化に寄与することが示唆された (Table 7)。K1, K2, K10 と水素結
合の形成が推測された Arg 95 との IFIE 値はそれぞれ、-26.40, -18.81, -17.69 (kcal/mol)
と算出であり水素結合の形成が示唆された。また、K1, K2 と arene-cation, 水素結合の
形成が推測されたArg 153との IFIE値はそれぞれ、-31.57, -17.83 (kcal/mol)と算出され、
arene-cation, 水素結合の形成が示唆された。さらに、K1, K10 と vdW, arene-arene 相互
作用の形成が示唆された Phe 70 との IFIE 値はそれぞれ、-6.75, -2.05 (kcal/mol)と算出
され、vdW, arene-arene 相互作用の形成が示唆された。一方、K1 と arene-arene 相互作
用の形成が推測された Tyr 39 との IFIE 値は負の値 (-0.13 kcal/mol) であるが、FMO
計算においては arene-arene 相互作用の形成は示唆されなかった。 
 
Table 7. 各活性化合物における重要な相互作用残基との IFIE 値 
chemical No. 
IFIE (kcal/mol) 
Tyr 39 Phe 70 Arg 95 Arg 153 
K1 -7.54 -6.75 -26.40 -31.57 
K2 -0.13 -0.98 -18.81 -17.83 
K10 -0.13 -2.05 -17.69 -5.88 
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2.1.11 MD 計算による活性化合物の安定性解析  
	 結核モデル細菌に抗菌作用を示した 3 化合物 (K1, K2, K10) において、予測された
結合様式の安定性を 10 ns の MD 計算を行い検討した。結合サイトを構成するアミノ
酸残基における root-mean-square deviation (RMSD) 値の平均 (5-10 ns におけるサンプ
リング) は、化合物 K1, K2, K10 についてそれぞれ 2.37 Å, 1.95Å, 1.73 Å であった (Fig. 
11A)。また、化合物 K1, K2, K10 の RMSD 値はそれぞれ、1.85 Å, 1.56 Å, 0.82 Å であ
り安定した構造を取ることが示唆された (Fig. 11B)。従って、化合物 K1, K2, K10 の
結合様式は安定で、重要とされたタンパク質-化合物間の相互作用は保存されると推
定された。  
 
Fig. 11: MD 計算による結合様式の安定性解析 
(A) 結合サイトのアミノ酸残基についての経時的 RMSD 変化 (B) 化合物 K1, K2, K10 につい
ての経時的 RMSD 変化。化合物 K1, K2, K10 の経時的な RMSD 値はそれぞれ水色、緑色、橙
色で示す。 
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2.2 mtTMPK に対する pharmacophore モデルに基づく抗菌化合物の同定 
2.2.1 Pharmacophore-based in silico screening 
	 mtTMPK に対するファーマコフォアモデル 109、及び GOLD によるドッキング計算
を組み込んだ三段階の in silico screening によって、mtTMPK に活性を示す化合物の同
定を行った (Fig. 12A)。第一段階においては、ファーマコフォアモデルによる化合物
のスクリーニングを行い、第二・第三段階においては、GOLD によるドッキング計算
を行う構成とした。Fig. 12B に mtTMPK に対するファーマコフォアモデルのマッピン
グ、Fig. 12C に mtTMPK の基質である dTMP との重ね合わせを示す。 
 
Fig. 12: Pharmacophore-based in silico screening のフローチャート 
(A) ファーマコフォアモデルに基づく mtTMPK に対する抗菌化合物同定の流れ, (B) mtTMPK
に対するファーマコフォアの 2D マッピング, (C) ファーマコフォアモデルと dTMP との重ね
合わせ。化合物特性球は; 疎水性 (Hyd): 緑色, 水素結合受容体 (Acc): 水色, 水素結合供与体
/受容体 (Don&Acc): ピンク色で示す。 
 
	 ChemBridge 社の化合物ライブラリ (461,383 化合物を含む) に対して MOE の
Pharmacophore search モジュールを用いてファーマコフォアスクリーニングを行い、
化合物特性球にマッチングする 2,645 化合物を同定した。次に、第一段階で絞り込ん
だ 2,645化合物に対してGOLDによるドッキング計算 (AUC = 0.713, Fig. 4B) を行い、
GOLD スコアが 75 以上である上位 500 化合物を同定した。MOE の LowMode MD モ
ジュールを用いて上位 500 化合物の複数配座データを生成した後、再度 GOLD によ
るドッキング計算 (AUC = 0.733, Fig. 4C) を行い、GOLD スコアの平均値が 80 以上で
ある上位 239 化合物を同定した。さらに、(1) PubChem 101 の bioactivity assay データベ
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ースを用いて、HTS 等を用いた先行研究において評価された化合物かどうかの確認, 
(2) PLIF, LI により mtTMPK の活性中心を構成するアミノ酸残基との相互作用 (e.g., 
vdW, 水素結合) が予測されているかどうかの確認することで、化合物の絞込みを行
った。最終的に GOLD スコアの平均が 80 以上である 5 化合物  (KTP1-KTP5: 
80.92-94.11) を選定した。また、ホモロジーモデリングした msTMPK とドッキング計
算を行いスコアリングした所、KTP1-KTP5 は mtTMPK に対する GOLD スコアと同様
な値 (80.4-100.17) を示した。 
 
Table 8. Pharmacophore-based in silico screening により選定した 5 化合物 
chemical No. chemical structure cLog† 
GOLD scores‡ 
mtTMPK msTMPK 
KTP1 
 
6.16 94.11 ± 0.37 88.44 ± 0.45 
KTP2 
 
4.27 87.77 ± 0.30 100.17 ± 0.17 
KTP3 
 
2.83 87.34 ± 1.60 86.82 ± 0.95 
KTP4 
 
4.10 84.92 ± 0.91 80.40 ± 1.05 
KTP5 
 
4.06 80.92 ± 0.52 85.35 ± 0.44 
† Ligand Properties module (MOE 2011.10) により cLogP 値を算出した。 
‡ 各 GOLD score 値は mean ± SEM で示す。 
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2.2.2 結核モデル細菌による増殖アッセイ  (KTP1-KTP5) 
	 ファーマコフォアモデルに基づく in silico screening により選定した 5 化合物 
(KTP1-KTP5) が結核モデル細菌 (M. smegmatis) に対して抗菌作用を示すかどうか検
討した。化合物濃度 100 µM において 5 化合物中 1 化合物 (KTP3) が、24 時間後のネ
ガティブコントロールである DMSO (0.3%) と比較して有意に増殖を抑制した (Fig. 
13)。一方で、KTP1, KTP2, KTP4, KTP5 は弱い増殖抑制効果または、有意な増殖抑制
効果を示さなかった (Fig. 13)。化合物 KTP3 は INH と同様な強い増殖抑制効果を示し
た。 
 
Fig. 13: 選定化合物 (KTP1-KTP5) の M.smegmatis に対する増殖アッセイ 
各化合物の濃度は 100 µM。DMSO (0.3%) 及び INH (100 µM) をそれぞれ negative control, 
positive control として用いた。各バーは 4 つの独立実験における mean ± SEM で示す。
Bonferroni’s all-pair comparison test による統計学的有意差は *** p < 0.001, n.s. not significant で
示す。 
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2.2.3 類縁化合物の探索  
	 化合物 KTP3 の類縁化合物が M. smegmatis に対して同様またはより強い抗菌作用を
示すかどうか検討するために、類縁化合物の探索を行った。ChemBridge 社 web-based
のデータベースから類縁化合物 (13 化合物) の 2 次元データを入手した。MOE を用
いて 3 次元の複数配座データを作成した後、GOLD によるドッキング計算を行った。
結果として、平均GOLDスコアが 70以上である 4つの類縁化合物 (KTPS1-KTPS4) を
同定した。また、msTMPK に対する GOLD スコアを算出した所 75.04-95.82 となり、
mtTMPK に対する GOLD スコアと同様の値であった (74.70-97.03)。KTPS1-KTPS4 は、
tetrahydro-2-furanyl 環を共通する骨格として有していた (Table 9)。 
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Table 9. KTP3 類縁化合物の置換位置と GOLD score 
 
 
 
chemical No. X R1 R2 R3 cLogP† 
GOLD scores‡ 
mtTMPK msTMPK 
KTPS1 N -H 
 
 
3.86 97.03 ± 0.65 95.82 ± 1.07 
KTPS2 C -H 
 
 
4.39 92.30 ± 0.90 93.85 ± 1.31 
KTPS3 C -CH3 -OH 
 
-0.25 77.05 ± 0.91 76.44 ± 0.25 
KTPS4 C -H -OH 
 
-0.64 74.70 ± 0.31 75.04 ± 0.09 
† Ligand Properties module (MOE 2011.10) により cLogP 値を算出した。 
‡ 各 GOLD score 値は mean ± SEM で示す。 
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2.2.4 結核モデル細菌による増殖アッセイ  (KTPS1-KTPS4) 
	 類縁化合物探索により選定した 4 化合物 (KTPS1-KTPS4) が結核モデル細菌 (M. 
smegmatis) に対して抗菌作用を示すかどうか検討した。化合物濃度 100 µM において
4 化合物中 2 化合物 (KTPS1, S2) が、24 時間後のネガティブコントロールである
DMSO (0.3%) と比較して有意に増殖を抑制した (50%以上の増殖阻害効果)。一方で、
KTPS3, KTPS4 は有意な増殖抑制効果を示さなかった (Fig. 14)。化合物 KTPS1 は INH
と同様な強い増殖抑制効果を示した。 
 
Fig. 14: 選定化合物 (KTPS1-KTPS4) の M.smegmatis に対する増殖アッセイ 
各化合物の濃度は 100 µM。DMSO (0.3%) 及び INH (100 µM) をそれぞれ negative control, 
positive control として用いた。各バーは 4 つの独立実験における mean ± SEM で示す。
Bonferroni’s all-pair comparison test による統計学的有意差は *** p < 0.001, n.s. not significant で
示す。 
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2.2.5 活性化合物の IC50 値の決定  
	 結核モデル細菌に対して抗菌作用を示した 3 化合物 (Table 10) について、M. 
smegmatis の増殖における IC50 値を決定した。KTP3, KTPS1, KTPS2 における IC50 値は
それぞれ、23.9 µM, 8.04 µM, 17.1 µM であった (Fig. 15)。化合物 KTPS1 の IC50 値は
M. smegmatisの増殖おける INHの IC50値より低い値であった (10.3 µM; data not shown)。 
 
 
Fig. 15: M.smegmatis に対する活性化合物の IC50 値 
(A) KTP3 (B) KTPS1 (C) KTPS2。各バーは 4 つの独立実験における mean ± SD で示す。IC50値
は非線形回帰法により算出した。 
 
Table 10. 活性化合物の物理化学的特性 
chemical No. MW cLogP† HBA† HBD† tPSA† 
KTP3 517 2.83 7 3 117.56 
KTPS1 632 3.86 10 2 137.38 
KTPS2 631 4.37 9 2 125.02 
† Ligand Properties module (MOE 2011.10) により各値 (物理化学的特性) を算出した。 
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2.2.6 腸内モデル細菌における増殖アッセイ  
抗結核薬は最低でも半年間の長期服用が必要となるため 108, 109、結核モデル細菌に抗
菌作用を示した 3化合物 (KTP3, KTPS1, KTPS2) が腸内細菌に対して増殖阻害効果を
示さないことが求められる。そこで、腸内モデル細菌 (E. coli JM109, BL21 株) を用
いて活性化合物が増殖阻害効果を示さないかを検討した。増殖アッセイの結果、抗菌
作用を示した化合物 (KTP3, KTPS1, KTPS2) は E. coli JM109, BL21 株に対して増殖阻
害効果を示さなかった (Fig. 16)。 
 
Fig. 16: 腸内モデル細菌に対する増殖アッセイ 
(A) E. coli JM109, (B) E. coli BL21 に対する化合物の増殖アッセイ結果。各化合物の濃度は 50 
µM である。DMSO (0.3%) 及び TCS (50 µM) をそれぞれ negative control, positive control とし
て用いた。各プロット点は 4 つの独立実験における mean ± SEM で示す。 
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2.2.7 哺乳類細胞における毒性アッセイ  (MTT assay) 
	 結核モデル細菌に抗菌作用を示した 3化合物 (KTP3, KTPS1, KTPS2) が哺乳類細胞
に対して毒性を示さないかどうかを、MDCK, SH-SY5Y, human acute monocyclic 
leukemia cell line (THP-1), human promyelocytic leukemia cell line (HL-60), human acute 
myelocytic leukemia cell line (K562) 細胞を用いて検討した。毒性アッセイの結果、
KTPS1 はそれらの細胞に対して有意な毒性を示さなかった。対照的に、KTP3, KTPS2
はそれらの細胞に対して有意な毒性を示した (Fig. 17)。 
 
Fig. 17: 哺乳類細胞に対する毒性アッセイ (MTT assay) 
(A) MDCK 細胞, (B) SH-SY5Y, (C) THP-1, (D) HL-60, (E) K562 細胞に対する化合物の毒性アッ
セイ結果。各化合物の濃度は 50 µM である。DMSO (0.3%) 及び INH (50 µM) /TCS (50 µM) を
それぞれ negative control, positive controlとして用いた。各バーは 4つの独立実験におけるmean 
± SEMで示す。Dunnett’s multiple comparison testにおける統計学的有意差は ** p < 0.01, n.s. not 
significant で示す。 
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2.2.8 哺乳類細胞における毒性アッセイ  (LDH leakage assay) 
	 結核モデル細菌に抗菌作用を示した 3化合物 (KTP3, KTPS1, KTPS2) が哺乳類細胞
に対して毒性を示さないかどうかを、K562 細胞を用いて検討した。本アッセイにお
いては、損傷細胞 (K562 細胞) のサイトゾルから放出された乳酸脱水素酵素 (LDH) 
活性を定量することで、化合物毒性の評価を行った。毒性アッセイの結果、KTPS1
は有意な毒性を示さなかったが、KTP3, KTPS2 は有意な毒性を示した (Fig. 18)。 
 
Fig. 18: K562 細胞に対する毒性アッセイ 
各化合物の濃度は 50 µM である。DMSO (0.3%) 及び
INH (50 µM) /TCS (50 µM) をそれぞれ negative control, 
positive control として用いた。各バーは 4 つの独立実
験における mean ± SEM で示す。Dunnett’s multiple 
comparison test における統計学的有意差は ** p < 0.01, 
n.s. not significant で示す。 
 
 
2.2.9 経口投与時におけるラットに対する LD50 値の推定  
	 QSAR 手法による毒性予測ソフトである TEST を用いて、経口投与時におけるラッ
トに対する LD50 値を推定した。化合物 KTP3, KTPS1, KTPS2 における予測値はそれぞ
れ、1.01 × 103 mg/kg, 1.83 × 103 mg/kg, 0.19 × 103 mg/kg であった。特に、KTPS1 の LD50
値は、INH (1.25 × 103 mg/kg) 110 より優れた値であることが示唆された。 
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2.2.10 mtTMPK enzymatic assay 
	 結核モデル細菌に抗菌作用を示した 3 化合物 (KTP3, KTPS1, KTPS2) が mtTMPK
の酵素活性を阻害するかを検討した。本化合物は 100 µM 以上の濃度 (化合物 KTP3
は 20 µM 以上) で反応バッファーに加えた際に沈殿を形成するため、濃度依存性の検
討は行えなかった。化合物 KTPS1 (100 µM), KTPS2 (116 µM) は、ネガティブコント
ロールである DMSO (0.3%)と比較して mtTMPK の酵素活性をそれぞれ 18%, 36%阻害
した。一方で化合物 KTP3 (20 µM) は mtTMPK の酵素活性を阻害しなかった (Table 
11)。 
 
Table 11. mtTMPK に対する化合物 (KTP3, KTPS1, KTPS2) の酵素アッセイ 
chemical No.† mtTMPK activity (%)‡ 
DMSO 100 ± 2.0 
KTP3 (20 µM) 97.0 ± 1.0 
KTPS1 (100 µM) 82.0 ± 5.0 
KTPS2 (116 µM) 64.0 ± 1.0 
† 括弧の中は化合物の最終濃度を示す。 
‡ 各バーは 2 つの独立実験における mean ± SEM で示す。 
 
2.2.11 活性化合物の結合様式予測  
	 ドッキング計算により推定された mtTMPK と活性化合物 (KTPS1, KTPS2) 間の詳
細な相互作用を分析するために、PLIF 及び LI 解析を行った。各化合物の予測された
結合様式を Fig. 18 に示す。全ての活性化合物において mtTMPK の活性中心を構成す
る、Tyr 39 との水素結合、Phe 70 との vdW 相互作用、及び Arg 95 との水素結合が予
測された。KTPS1 における tetrahydro-2-furanyl 環と tetrahydro-2H-pyran-2-yloxy 環はそ
れぞれ、Tyr 39 との水素結合、Phe 70 との vdW 相互作用が予測された。さらに、
1,2,4-triazine-3,5(2H,4H)-dione 環は、Arg 95 との水素結合及び arene-cation 相互作用の
形成が予測された  (Fig. 19A)。KTPS2 における tetrahydro-2H-pyran-2-yloxy 環と
2,4(1H,3H)-pyrimidione 環はそれぞれ、Phe 70 との vdW 相互作用、Arg 95 との水素結
合が予測された。また、tetrahydro-2-furanyl 環は Tyr 39, Asp 163 と水素結合を形成す
ることが予測された (Fig. 19B)。 
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Fig. 19: PLIF 及び LI 解析による活性化合物の相互作用 
mtTMPK と活性化合物の結合様式予測: (A) KTPS1, (B) KTPS2。水素結合、arene-cation 相互作
用、及び vdW 相互作用はそれぞれ、緑色、水色 (破線)、水色 (点線) で示す。また、黒色の
矢印は水素結合の位置を示す。 
 
2.2.11 FMO 計算に基づく活性化合物の相互作用解析  
	 mtTMPK と活性化合物間 (KTPS1, KTPS2) の arene-arene, arene-cation 相互作用を解
析するために FMO 計算を行い、Biostation viewer を用いて IFIE 値を算出した。PLIF
及び LI 解析により重要な相互作用残基 (Tyr 39, Phe 70, Arg 95) と推測されたアミノ
酸残基と化合物間の IFIE 値は Arg 95 を除き全て負の値で、それらの相互作用が化合
物-タンパク質間の構造安定化に寄与することが示唆された (Table 12)。KTPS1, 
KTPS2 と水素結合の形成が推測された Tyr 39 との IFIE 値はそれぞれ、-10.57, -17.94, 
(kcal/mol) と算出され水素結合の形成が示唆された。また、KTPS1, KTPS2 と vdW, 相
互作用の形成が示唆された Phe 70 との IFIE 値はそれぞれ、-4.76, -3.99 (kcal/mol) と算
出され、vdW 相互作用の形成が示唆された。さらに、KTPS1, KTPS2 と水素結合の形
成が推測されたArg 153との IFIE値はそれぞれ、-27.99, -34.37 (kcal/mol) と算出され、
水素結合の形成が示唆された。KTPS2 と水素結合の形成が推測された Asp 163 との
IFIE 値は、-13.54 (kcal/mol) と算出され水素結合の形成が示唆された。 
 
Table 12. 各活性化合物における重要な相互作用残基との IFIE 値 
chemical No. 
IFIE (kcal/mol) 
Tyr 39 Phe 70 Arg 95 Arg 153 Asp 163 
KTPS1 -10.57 -4.76 0.27 -27.99 11.11 
KTPS2 -17.94 -3.99 1.88 -34.47 -13.54 
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2.2.12 MD 計算による活性化合物の安定性解析  
	 結核モデル細菌に抗菌作用を示し、mtTMPK の酵素活性を阻害した 2 化合物 
(KTPS1, KTPS2) において、予測された結合様式の安定性を 10 ns の MD 計算を行い
検討した。結合サイトを構成するアミノ酸残基における RMSD 値の平均 (5-10 ns に
おけるサンプリング) は、化合物 KTPS1, KTPS2 についてそれぞれ 2.06 Å, 1.57 Å で
あった (Fig. 20A)。また、化合物 KTPS1, KTPS2 の RMSD 値はそれぞれ、1.54 Å, 1.00 
Å であり安定した構造を取ることが示唆された (Fig. 20B)。従って、化合物 KTP3, 
KTPS1, KTPS2 の結合様式は安定で、重要とされたタンパク質-化合物間の相互作用は
保存されると推定された。 
 
Fig. 20: MD 計算による結合様式の安定性解析 
(A) 結合サイトのアミノ酸残基についての経時的 RMSD 変化 (B) 化合物 KTPS1, KTPS2 につ
いての経時的 RMSD 変化。化合物 KTPS1, KTPS2 の経時的な RMSD 値はそれぞれ水色、緑色
で示す。 
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3. Discussion 
	 mtTMPKを標的として in silico SBDS手法及び pharmacophore-based in silico screening
手法により、結核モデル細菌である M. smegmatis に対して抗菌作用を有する 6 化合物 
(K1, K2, K10, KTP3, KTPS1, KTPS2) を同定した。先行研究において、M. smegmatis の
増殖メカニズムは M. tuberculosis と酷似していることが報告されており 111、これらの
化合物は M. tuberculosis に対して増殖阻害効果を示すことが期待される。さらに、ヒ
ット化合物の内、2化合物 (KTPS1, KTPS2) はmtTMPKの酵素活性阻害効果を示した。
また、最も活性の高い化合物である KTPS1 は (M. smegmatis に対する IC50値: 8.04 µM)、
腸内モデル細菌 (E. coli JM109, BL21 株) に対する増殖阻害効果及び哺乳類細胞 
(MDCK, SH-SY5Y, THP-1, HL-60, K562 細胞) に対する毒性効果を示さなかった。一方
で、化合物 KTP3 は M. smegmatis に対して強い増殖抑制効果 (M. smegmatis に対する
IC50 値: 23.9 µM) を示したが、20 µM において酵素活性阻害効果が確認できなかった。
酵素アッセイ用バッファーへの可溶性の問題で十分な評価が出来なかったが、KTP3
も KTS1, KTPS2 同様に mtTMPK に対して酵素活性阻害効果を有することが考えられ
る。また、化合物 KTP3, KTPS1, KTPS2 は他の生物学的標的タンパク質の機能を調整
し、これらの”off-target”活性が M. smegmatis に対する増殖抑制効果の本質であるとも
考えられる。実際に、複数の先行研究で、効果的な薬剤は複数のタンパク質の機能を
阻害し  (高い選択性を有する化合物設計がなされている )、この多重薬理作用 
(polypharmacology) が薬効の本質であると考えられている 112-115。例えば、結核の治療
に用いられる第二選択薬の DCS は、結核菌の細胞壁合成に関連する D-alanine ligase
と D-alanine rasemase の両方を阻害することが知られている 21, 22。従って、本研究で
得られた活性化合物の構造及び生物学的実験結果は、多重薬理作用を有するような新
規結核治療薬の開発に有益であると考えられる。 
	 これまでの先行研究で、mtTMPK の阻害剤として複数の核酸誘導体が開発されてき
た 48-51。しかしながら、これらの化合物は結核菌の細胞壁及び膜透過性が低いこと、
phosphatase または phosphorylase により分解されることで、酵素阻害効果を有するが
結核菌の増殖抑制効果を示さないことが報告されている 50, 116。対照的に、結核モデル
細菌に対して増殖阻害効果を示した化合物 K10, KTP3, KTPS1, KTPS2 は、核酸誘導体
と比較して高い膜透過性と安定性を有していることが期待される。また、活性化合物 
(K1, K2, K10, KTP3, KTPS1, KTPS2) に対する LI 解析, PLIF 解析, FMO 計算による構
造活性相関 (SAR) を基に考察すると、Tyr 39 との arene-arene 相互作用または水素結
合、Phe 70 との arene-arene 相互作用または vdW 相互作用、Arg 95 との arene-cation 相
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互作用または水素結合は、mtTMPK の酵素活性阻害効果と M. smegmatis に対する増殖
抑制効果で重要な役割を果たしていると推定される。また、KTPS2 における mtTMPK
の酵素アッセイ結果より、Asp 163 との水素結合は酵素活性阻害効果の増加に寄与す
ると考えられる (Fig. 10, Fig. 15, Fig. 19, Table 11)。そのため、mtTMPK を標的とした
in silico 手法による化合物の設計では、Tyr 39, Phe 70, Arg 95, Asp 163 との相互作用を
加味することが重要であると考えられる。特に、活性化合物で予測された共通する相
互作用残基は (Tyr 39, Phe 70, Arg 95)、mtTMPK の基質である dTMP の結合部位で重
要な残基と一致する 40, 41。また、KTP3, KTPS1, KTPS2 における細胞毒性アッセイの
結果から、tetrahydro-2-furanyl 環における窒素原子置換 (KTPS1, position X, Table 9) は、
(1) 哺乳類細胞に対する毒性効果の有意な減少、(2) KTPS2 と比較して M. smegmatis
に対する増殖抑制効果の増加 (約 2 倍) に大きく寄与することが示唆された (Fig. 15, 
Fig. 17, Table 11)。SAR 解析により得られた情報は、結核に対する治療薬の設計に新
たな知見を与えることが期待される。 
	 一般的に、結核菌に特有の細胞壁 (ミコール酸で構成される) の影響を受けて、結
核の治療薬にはユニークな物理化学的特性が求められる 117, 118。先行研究において、
Trias らは M. smegmatis における薬剤などの膜透過性は E. coli と比較して約 20 倍も低
いことを示した 119。さらに、O’Shea らはグラム陰性菌に活性を示す化合物の物理化
学的特性の値 (脂溶性, MW, PSA 値) と比較して、グラム陽性菌のみに活性を示す化
合物はそれらの値が高いことを示した 117。従って、LogP, MW, tPSA 値などの物理化
学的特性を考慮することは、薬剤の有用性を検討する上で重要な要素となる。活性化
合物 (K1, K2, K10, KTP3, KTPS1, KTPS2) の物理化学的特性は Table 6, 10 に示す。最
も高い活性を示した化合物 KTPS1 は、他の活性化合物と比較して、中程度の脂溶性 
(cLogP = 3.86) と高い MW, tPSA 値 (MW = 632, tPSA = 137.38) であった。従って、化
合物 KTPS1 は他の活性化合物と比較して物理化学的特性の観点からも、創薬に適し
たリード化合物であると考えられる。 
	 創薬では、(1) HTS などによる活性化合物の同定、(2) 類縁化合物の合成を通じた物
理化学的特性の最適化、と言った典型的な過程を踏む。しかしながら、これらの過程
は高コストかつ長期化の欠点を持つ 120。対照的に、ドッキング計算、pharmacophore 
modeling, 3D-QSAR, MD などを用いた in silico 手法によるヒット化合物の同定は、HTS
より低コストかつ短期間で行うことが可能である 121。本研究で用いた in silico SBDS
手法及び pharmacophore-based in silico screening 手法におけるヒット率は、それぞれ、
30% (10 候補化合物の内 3 化合物がヒット)、33% (9 候補化合物の内 3 化合物がヒット) 
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であった。対照的に、結核を標的とした HTS ベースの増殖阻害剤の探索におけるヒ
ット率は約 1-5%であった 122-125。従って、本研究で確立した方法論は、結核に対する
新規活性化合物の同定だけでなく、疾病に起因するタンパク質に対して機能を阻害す
る新規化合物同定への応用が期待される。さらに、複数配座データを用いたドッキン
グ計算、タンパク質-化合物間相互作用解析 (LI, PLIF, FMO) は、in silico screening に
おいてヒット率向上に効果的な手法であると考えられる。 
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4. Conclusion 
	 約 600 万化合物で構成された化合物ライブラリに対する三段階の in silico SBDS 手
法により、mtTMPK に対して高い結合親和性を有することが予測された 10 化合物を
同定した。結核モデル細菌 (M. vanbaalenii, M. smegmatis) を用いた in vitro アッセイの
結果、候補化合物の一つである K10 が強力な増殖阻害効果を示した。また、腸内モデ
ル細菌 (E. coli JM109, BL21 株)、哺乳類細胞 (MDCK, SH-SY5Y 細胞) を用いた増殖・
毒性アッセイの結果、本化合物は有意な毒性を示さなかった。次に、
pharmacophore-based in silico screening 手法では、M. smegmatis に対して抗菌作用を示
す 3 化合物 (KTP3, KTPS1, KTPS2) を同定した。酵素アッセイの結果、この内 2 化合
物 (KTPS1, KTPS2) は mtTMPK の酵素活性阻害効果を示した。さらに、KTPS1 は E. 
coli JM109, BL21 株及び、MDCK, SH-SY5Y, THP-1, HL-60, K562 細胞に対する増殖阻
害・毒性効果を示さなかった。また、ドッキング計算により推定された結合状態の計
算科学的な解析を行った所、KTPS1, KTPS2 は同様な配向で結合し、タンパク質-化合
物間の相互作用が保存されていることを明らかにした。本研究で同定した K10, KTP3, 
KTPS1, KTPS2 の構造情報及びタンパク質-化合物間相互作用情報は、薬剤耐性結核菌
に対する新規抗菌薬開発における hit-to-lead 最適化に対して有益な知見を与えること
が期待される。 
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5. Materials and methods 
5.1 Chemical compounds library 
	 本研究における in silico SBDS の化合物ライブラリ (6,192,930 の商用入手可能化合
物を含む) は Web-DB 公開している ZINC から入手した。本化合物ライブラリは予め
ADME-Tox-Drug-Like フィルター (Absorption, Distribution, Metabolism, Excertion and 
Toxicity) を行われた化合物群で構成されている。また、pharmacophore-based in silico 
screening の化合物ライブラリは (ChemBridge 社の 461,383 化合物を含む)、Molecular 
Operating Environment (MOE) version 2011.1072に内蔵されている Wash モジュールを用
いて前処理をして、さらに、Partial charge モジュールを用いて電荷の調整を行い
Energy Minimize モジュールを用いて三次元化した。 mtTMPK 阻害剤の三次元化は
MOE 2010.10 Builder モジュールを用いて行った。また、化合物の複数配座は MOE 
2010.10 に内蔵されている LowMode MD モジュール 126 におけるデフォルトパラメー
タで作製した (rejection limit = 100, iteration limit = 10,000, RMS gradient = 0.005, MM 
iteration limit = 500, RMSD limit = 0.25, conformation limit = 10,000)。 
 
5.2 Preparation of protein structures 
	 mtTMPK (PDB ID: 1MRN) 41 及び mtInhA (PDB ID: 2IDZ) 12 の結晶構造情報は
Research Collaboratory for Structural Bioinformatics Protein Data Bank 127 より入手した。
mtTMPK 及 び mtInhA の 結 晶 構 造 は そ れ ぞ れ の 阻 害 剤 で あ る 、
P1-(adenosine-5')-P5-(thymidine-5')-pentaphosphate (Ap5T) と INH-NAD との複合体構造
に基づく。それらの結晶構造を in silico SBDS に用いるために全ての結晶水と阻害剤 
(Ap5T, INH-NAD) を取り除いた。また、水素原子、電荷付加及び構造最適化を行うた
めに、MOE 2010.10 の Protonate 3D 及び Energy Minimize モジュールを用いた 72。本過
程においては MMFF94x 分子力場を用い、構造最適化においては、水素原子以外の重
原子を固定し各原子間の異常な近接を解消させた。 
 
5.3 Hierarchical in silico structure-based drug screening 
	 in silico SBDS は UCSF DOCK version 6.4 及び CCDC GOLD suite version 5.0.1 57 を用
いて行った。三段階の in silico SBDS では構造最適化した mtTMPK のタンパク質立体
構造を用いた。タンパク質−化合物間の相互作用空間は mtTMPK の活性中心近傍に制
限した。DOCK による第一スクリーニングを行うための分子表面構築及び pocket 構造
探索はそれぞれ、DMS, SPHGEN プログラムで行った。剛体リガンドに基づく DOCK
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を用いたスクリーニングでは、化合物の結合親和性を見積もるために、van der Waals
及び静電相互作用で構成される grid-based のエネルギースコアリング関数を適用した。
第二、第三スクリーニングでは、タンパク質−化合物間の相互作用を遺伝的アルゴリ
ズム (GA) に基づいて計算する GOLD を用いた。GOLD における計算では GA のデ
フォルトパラメータを適用し (operations = 100,000, island = 5, migration = 15, mutation 
= 95, crossover = 95)、1 化合物あたり 10 個のドッキングポーズをタンパク質−化合物
間の相互作用解析のために保存した 104, 105, 128。In silico SBDS の計算結果解析は MOE 
2010.10 72 に内蔵されている、PLIF 及び LI モジュールを用いた。本研究における計
算は Linux を OS とする PC を MPI (MPICH 2) によりクラスター化した計算機上で行
った。 
 
5.4 Pharmacophore-based in silico screening 
	 Pharmacophore-based in silico screening は MOE 2011.10 72 及び CCDC GOLD suite 
version 5.3 57 を用いて行った。第一段階の pharmacophore-based のスクリーニングには、
MOE 2011.10 に内蔵されている pharmacophore search モジュールを用いた。第二、第
三スクリーニングは hierarchical in silico SBDS 時と同様のパラメータで、GOLD を用
いてタンパク質-化合物間の結合親和性を算出した。Pharmacophore-based in silico 
screening の計算結果解析は MOE 2011.10 72 に内蔵されている、PLIF 及び LI モジュー
ルを用いた。 
 
5.5 Docking metric 
	 ドッキング計算の精度を検証するために、DUD-E Web server で TMPK に対する
ligands と decoys set を作成した 60, 107。TMPK に対する ligands と decoys set の三次元化
は MOE 2011.10 に組み込まれている、Energy Minimize モジュールを用いて行った 72。
DOCK と GOLD における各ドッキング計算は in silico SBDS と同様のパラメータで行
った。ROC 解析における統計解析は R の Epi パッケージを用いて行った。 
 
5.6 Sequence alignment and homology modeling 
	 mtTMPK のアミノ酸配列 (accession number: WP_003904223) は BLAST データベー
スから入手した 129。同様に、msTMPK (accession number: WP_011727970), mvTMPK 
(accession number: WP_011778993), ecTMPK (accession number: WP_020234239), 
hTMPK (accession number: gb|AAA21719.1) の配列も入手した。また、MOE 2011.10 を
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用いて配列アライメントを行った後、Amber ff99 力場を用いてデフォルトパラメータ
で msTMPK のホモロジーモデリングを行った 105。 
 
5.8 Prediction of the oral rat LD50 
	 活性化合物のラット経口投与時における LD50 値の予測は、QSAR 手法に基づく毒
性予測ツールである T.E.S.T v4.1 130 を用いて行った。毒性予測におけるパラメータは
先行研究と同様にデフォルトの値とした 105。 
 
5.9 Ab initio fragment molecular orbital (FMO) calculation 
	 Ab initio計算はFMO計算プログラムであるABINIT-MP v4.1を用いて行った 82, 83, 84。
ドッキング計算により推定されたタンパク質-化合物の複合体構造の歪みを解消する
ために、MOE 2010.10 に組み込まれている Energy Minimize モジュールを用いてエネ
ルギー極小化計算を行った。エネルギー極小化は、勾配を 0.0001 kcal/mol/Å として重
原子固定の条件下で行った。タンパク質分子のフラグメント分割 (1 残基毎) は
abinitmp プログラムで自動的に行い、FMO 計算における理論レベルは MP2/6-31G と
した。また、IFIE 値の算出は Biostation viewer version 8.0 を用いて行った。 
 
5.10 Molecular dynamics (MD) simulations 
	 MD 計算は先行研究における計算手法と同様に、GROMACS version 4.5.1 プログラ
ム 91 と Amber ff99sb 分子力場 131 を用いて実施した 87。活性化合物を Amber 力場に対
応した GROMACS フォーマットに変換するために、Amber Tools と ACPYPE python 
script を用いた 132, 133。計算系は正六面体を水分子 (TIP3P) 88 で満たし、電荷を中和す
るために十分なナトリウム (Na+)、塩素イオン (Cl-) を加えた周期的境界条件下とし
た。原子間の静電相互作用計算は、近領域については cut-off 法、遠領域については
PME 法 134, 135 を適用した。計算における時間微分は 2 fs とし、計算結果のトラジェク
トリーデータは 10 ps ごとに保存した。 
	 系の極小化を行うために最急降下法 (steepest descent) と共役勾配法 (conjugate 
gradient) による二段階の極小化を行った 91。NPT 条件下 (300 K,1 bar) の系を構築す
るために、LINCS アルゴリズム 136 で原子間結合長を拘束した三段階の平衡化 MD 計
算を行った。NVT 条件にするために、温度カップリング定数 (τT) を 0.1 ps とし、速
度リスケーリング法 137 を適用した平衡化計算 (100 ps)を行った。次に、より正確な
NVT条件にするために、Nosé-Hoover法 (τT = 1.0 ps) 138, 139を適用した平衡化計算 (100 
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ps) を行った。最後に、NPT 条件下とするために、圧力カップリング定数 (τP)を 0.5 ps
とし、Parrinello-Rahman 法 140 を適用した平衡化計算 (100 ps) を行った。その後、10 ns
の production MD 計算を行った。MD 計算のトラジェクトリーデータ解析には、
GROMACS に付属するプログラム群を用いた。 
 
5.11 Chemical compounds 
	 本研究で使用した化合物は ChemBridge 社 (San Diego, CA) から入手し、in vitro ア
ッセイを行うために最終濃度が 33 mM となるように dimethyl sulfoxide (DMSO, 
SIGMA) で溶解した。K1-K10 (ZINC ID), KTP1-KTP5, KTPS1-KTPS4 (ChemBridge ID) 
の各化合物名は以下に示す: 
K1: N-{2-[4-(aminosulfonyl)phenyl]ethyl}-2-(3-isopropoxyphenyl)-4-quinolinecarboxamide 
(02867600); 
K2: 
N,N'-bis(4-methylphenyl)-6-[(5-methyl-1,3,4-thiadiazol-2-yl)thio]-1,3,5-triazine-2,4-diamine 
(00708281); 
K3: N-[4-(benzyloxy)phenyl]-1-(4-nitrobenzoyl)-4-piperidinecarboxamide (16267193); 
K4: N-[2-({2-[(4-ethoxyphenyl)amino]-2-oxoethyl}thio)-1,3-benzothiazol-6-yl] 
-2-methylbenzamide (00680597); 
K5: benzyl [(6-chloro-2-oxo-4-propyl-2H-chromen-7-yl)oxy]acetate (01210682); 
K6: 2-(4-chloro-2-methylphenoxy)-N-[2-methoxy-5-(2-oxo-2H-chromen-3-yl)phenyl] 
acetamide (01065313); 
K7: benzyl [(6-chloro-4-ethyl-2-oxo-2H-chromen-7-yl)oxy]acetate (01142847); 
K8: methyl {4-[(4-tert-butylbenzoyl)amino]phenoxy}acetate (00619622); 
K9: ethyl [(4-butyl-6-chroro-2-oxo-2H-chromen-7-yl)oxy]acetate (02479771); 
K10: 8-quinolinyl 4-[(4-chlorophenyl)sulfonyl]benzoate (01138659); 
KTP1: 
2-chloro-N-({[3-(5-ethyl-1,3-benzoxazol-2-yl)-4-hydroxy-5-methylphenyl]amino}carbonothi
oyl)-4-methylbenzamide (7912813); 
KTP2: 
4-[(2-butyl-5-imino-7-oxo-5H-[1,3,4]thiadiazolo[3,2-a]pyrimidin-6(7H)-ylidene)methyl]-2-m
ethoxyphenyl benzenesulfonate (6576869); 
KTP3: 
1-(3,4-dihydroxy-5-{[(4-methoxyphenyl)(diphenyl)methoxy]methyl}tetrahydro-2-furanyl)-2,
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4(1H,3H)-pyrimidinedione (5135608); 
KTP4: 
N-(6-{[(5-methyl-1,3,4-thiadiazol-2-yl)thio]methyl}-4-oxo-1,4-dihydro-2-pyrimidinyl)-N'-[2-
(phenylthio)phenyl]guanidine (7722897); 
KTP5: 
3-[(4,6-dihydroxy-5-propyl-2-pyrimidinyl)thio]-1-(4-phenoxyphenyl)-2,5-pyrrolidinedione 
(7733852); 
KTPS1: 
2-[5-{[bis(4-methoxyphenyl)(phenyl)methoxy]methyl}-4-hydroxy-3-(tetrahydro-2H-pyran-2-
yloxy)tetrahydro-2-furanyl]-1,2,4-triazine-3,5(2H,4H)-dione (5141276); 
KTPS2: 
1-[5-{[bis(4-methoxyphenyl)(phenyl)methoxy]methyl}-4-hydroxy-3-(tetrahydro-2H-pyran-2-
yloxy)tetrahydro-2-furanyl]-2,4(1H,3H)-pyrimidione (5141274); 
KTPS3: 
[3,4-dihydroxy-5-(5-methyl-2,4-dioxo-3,4-dihydro-1(2H)-pyrimidinyl)tetrahydro-2-furanyl]m
ethyl benzoate (5141196); 
KTPS4: 
[5-(2,4-dioxo-3,4-dihydro-1(2H)-pyrimidinyl)-3,4-dihydroxytetrahydro-2-furanyl]methyl 
benzoate (5141262). 
 
5.12 Bacterial strains 
	 本研究で使用したM. vanbaalenii, M. smegmatisはRIKEN BioResource Center (Saitama, 
Japan) から入手した。また、E. coli JM109, BL21 株は末田 慎二 准教授 (Kyushu 
Institute of Technology, Japan) から提供して頂いた。 
 
5.13 Bacterial growth assay 
5.13.1 結核モデル細菌増殖アッセイ  
	 M. vanbaalenii, M. smegmatis は 37 ℃, 300 or 250 rpm 条件下で 3 mL (section 2.1), 4 
mL (section 2.2) の培養液 [3.7% Brain heart infusion broth (SIGMA), pH 7.4]で前培養し
た 104, 128。増殖アッセイのためにそれぞれ、8 倍, 15 倍希釈を行い、検討する化合物を
50/100 µM 含む菌体懸濁液を調整し、96 well assay plate (NUNC) に播種した。M. 
vanbaalenii, M. smegmatis はそれぞれ 0, 18, 24 時間後に 595 nm における培養液の吸光
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度をマイクロプレートリーダ (BioRad Model 680) を用いて測定することで菌体の増
殖アッセイを行った。本実験における negative control には 0.3% DMSO (SIGMA)、
positive control には 50/100 µM INH (LKT)と 50 µM TCS (TCI) を用いた。 
 
5.13.2 腸内モデル細菌増殖アッセイ  
	 E. coli JM 109, BL21 株は 37 ℃, 300 or 250 rpm 条件下で 4 mL の培養液 [1% tryptone 
(BD), 0.5% yeast extract (BD), 0.5% NaCl (Wako), pH 7.4]で前培養した 104, 105, 128。増殖ア
ッセイのために10倍希釈を行い、検討する化合物を50 µM含む菌体懸濁液を調整し、
96 well assay plate (NUNC) に播種した。0, 4, 8 時間後 595 nm における培養液の吸光度
をマイクロプレートリーダ (BioRad Model 680) を用いて測定することで菌体の増殖
アッセイを行った。本実験における negative control には 0.3% DMSO (SIGMA)、positive 
control には 50 µM Amp (SIGMA) と TCS (TCI) を用いた。 
 
5.14 Mammalian cell toxicity assay 
5.14.1 MDCK 細胞による毒性アッセイ  
	 MDCK 細胞はφ100 mm の細胞培養皿 (CORNING) に播種し 10 mL の DMEM 培地 
(Wako) を用いて培養した。培地には 10% FBS (GIBCO), 100 units/mL penicillin, 100 
mg/mL streptomycin (GIBCO) 及び 2 mM L-glutamine (GIBCO) を含む 104, 105, 128。手動血
球測定板を用いて 5.0×103 cells/well となるように細胞懸濁液を調整した後、96 well 
assay plate に細胞を播種して、37 ℃, 5% CO2 下に 6 時間静置した。細胞を飢餓状態と
するために 1×PBS (-) で 1 回洗浄した後、培養液を血清飢餓培地 (0.25% FBS) に交
換して 16 時間の培養を行った。毒性アッセイを行うために、1×PBS (-)で 1 回細胞を
洗浄した後、各化合物の濃度が 50 µM となるように調整した細胞懸濁液を各 well に
加えた。24 時間後に生細胞数アッセイキットである Cell Counting Kit-8 (CCK-8, 
DOJIN) を各 well に 10 µL ずつ加えて、1.5 時間 CO2 インキュベータに静置した。1.5
時間後にマイクロプレートリーダ (BioRad Model 680) を用いて 450 nm における水溶
性テトラゾリウム塩 (WST-8) の吸光度を測定することで、生細胞数の定量を行った。 
 
5.14.2 SH-SY5Y 細胞による毒性アッセイ  
	 SH-SY5Y 細胞はφ100 mm の細胞培養皿 (CORNING) に播種し 10 mL の DMEM 培
地 (Wako) を用いて培養した。培地には 10% FBS (GIBCO), 100 units/mL penicillin, 100 
mg/mL streptomycin (GIBCO) 及び 2 mM L-glutamine (GIBCO) を含む 104, 105, 128。手動血
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球測定板を用いて 1.5×104 cells/well となるように細胞懸濁液を調整した後、96 well 
assay plate に細胞を播種して、37 ℃, 5% CO2 下で一日培養した。細胞を飢餓状態とす
るために 1×PBS (-)で 1 回洗浄した後、培養液を血清飢餓培地 (0.25% FBS) に交換し
て 24 時間の培養を行った。毒性アッセイを行うために、1×PBS (-) で 1 回細胞を洗
浄した後、各化合物の濃度が 50 µM となるように調整した細胞懸濁液を各 well に加
えた。48 時間後に生細胞数アッセイキットである CCK-8 (DOJIN) を各 well に 10 µL
ずつ加えて、3 時間 CO2 インキュベータに静置した。3 時間後にマイクロプレートリ
ーダ (BioRad Model 680) を用いて 450 nm における WST-8 の吸光度を測定すること
で、生細胞数の定量を行った。 
 
5.14.3 THP-1, HL-60, K562 細胞による毒性アッセイ  
	 THP-1, HL-60, K562 細胞はφ100 mm の細胞培養皿 (CORNING) に播種し 10 mL の
RPMI-1640 培地 (Wako) を用いて培養した。培地には 10% FBS (GIBCO), 100 units/mL 
penicillin, 100 mg/mL streptomycin (GIBCO) 及び 2 mM L-glutamine (GIBCO) を含む 141, 
142。細胞を飢餓状態とするために 1×PBS (-) で 1 回洗浄した後、培養液を血清飢餓
培地 (0.1% FBS) に交換して 6 時間の培養を行った。毒性アッセイを行うために、1
×PBS (-) で 1 回細胞を洗浄した後、手動血球測定板を用いて 1.0×104 cells/well とな
るように細胞懸濁液を調整した。その後、各化合物の濃度が 50 µM となるように調整
した細胞懸濁液 (10% FBS) を 96 well assay plate に播種して、37 ℃, 5% CO2 下で 16
時間培養した。24 時間後に生細胞数アッセイキットである CCK-8 (DOJIN) を各 well
に 10 µL ずつ加えて、3 時間 CO2 インキュベータに静置した。3 時間後にマイクロプ
レートリーダ (BioRad Model 680) を用いて 450 nm における WST-8 の吸光度を測定
することで、生細胞数の定量を行った。 
 
5.15 LDH leakage assay 
	 損傷細胞 (K562細胞) のサイトゾルから放出された乳酸脱水素酵素 (LDH) 活性を
Cytotoxicity Detection KitPLUS (LDH) (Roche) を用いて定量した。細胞毒性アッセイを行
うために、1×PBS (-) で 1 回細胞を洗浄した後、手動血球測定板を用いて 5.0×103 
cells/well となるように細胞懸濁液を調整した。その後、各化合物の濃度が 50 µM とな
るように調整した細胞懸濁液 (1% FBS) を 96 well assay plate に播種して、37 ℃, 5% 
CO2 下で 24 時間培養した。High control 条件の well に対して 5 µL の lysis solution を加
えて 15 分間 CO2 インキュベータに静置した。次に、各 well に対して 100 µL の reaction 
53 
mixture を加えて 7 分間室温に静置した (遮光条件)。その後、各 well に対して 50 µL
の stop solution を加え、マイクロプレートリーダ (BioRad Model 680) を用いて 490 nm
における吸光度を測定することで LDH 活性を定量した。 
 
5.16 Enzymatic assay 
	 mtTMPK の酵素アッセイは先行研究と同様の方法で行った 43, 143。本アッセイでは
精製した組み換え野生株 mtTMPK タンパク質を使用した 42。酵素アッセイは 30 ℃で
行い、最終容量を 500 µL とした。反応溶液には、50 mM Tris-HCl (pH 7.4), 50 mM KCl, 
200 µM NADH, 1 mM phosphoenol pyruvate, 2 units LDH, pyruvate kinase, nucleoside 
diphosphate kinase を含む。また、dTMP と ATP の濃度はそれぞれ、50 µM, 500 µM と
した。NADH の還元 (340 nm) は Eppendorf ECOM 6122 photometer を用いて定量した。 
 
5.17 Statistical analysis 
 本研究における統計解析は、R version 2.15.0 (The R Foundation for Statistical 
Computing, Vienna, Austria) 及び GraphPad PRISM version 4 (GraphPad Software, Inc.) 
を用いて行った。 
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